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 Streszczenie
Wstęp: Geny HOXA są markerami receptywności a ich nieprawidłowa ekspresja może identyfikować kobiety 
z zaburzeniami implantacji.
Cel: Celem pracy była analiza poziomu HOXA11 mRNA oraz ekspresji i lokalizacji białkowego produktu tego genu 
w endometrium  kobiet niepłodnych z endometriozą, niepłodnością idiopatyczną oraz kobiet bez zaburzeń rozrodu 
w różnych fazach cyklu płciowego.
Materiał i metody: Przeanalizowano poziom transkryptu HOXA11 w endometrium kobiet z endometriozą (n=36), 
niepłodnością idiopatyczną (n=48) oraz bez zaburzeń rozrodu (n=30) w różnych fazach cyklu płciowego. Do 
oznaczenia poziomu mRNA zastosowano metodę real time PCR. 
Przy użyciu techniki immunohistochemicznej porównano lokalizację i ekspresję białka HOXA11 w fazie proliferacyjnej, 
wczesnej i środkowej sekrecyjnej w endometrium w grupach badanych. Biopsję endometrium wykonano za pomocą 
pipelli lub w czasie histeroskopii.
Wyniki: Stwierdzono statystycznie, istotnie wyższy poziomu transkryptu HOXA11 w środkowej fazie lutealnej 
w grupach z niepłodnością idiopatyczną oraz kontrolnej (p<0,05). U kobiet z endometriozą w okresie okna 
implantacyjnego stwierdzono niski poziom transkryptu. Poziom HOXA11 mRNA w grupie bez zaburzeń rozrodu 
był statystycznie istotnie niższy w fazie proliferacyjnej (p=0,003) oraz statystycznie istotnie wyższy (p=0,018) 
w środkowej fazie lutealnej w stosunku do grupy z endometriozą. Reakcja na obecność antygenu HOXA11 
lokalizowała się w jądrach komórek podścieliska endometrium, cytoplazma nie wybarwiała się. 
Wnioski: Wyciszenie ekspresji HOXA11 w endometrium w środkowej fazie lutealnej może być powszechnym 
zjawiskiem wśród pacjentek z endometriozą. Dalsze badania powinny wyjaśnić mechanizm zaburzonej ekspresji 
genu HOXA11.
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po	 owulacji.	 W	 tym	 czasie	 endometrium	 osiąga	 maksymalną	






w	 ciążę	 [1].	W	grupie	 chorych	 z	 endometriozą	 odsetek	 kobiet	
niepłodnych	 sięga	50%	 [2].	Częstość	uzyskanych	w	 tej	 grupie	
ciąż	jest	dwukrotnie	niższa	w	stosunku	do	kobiet	z	niepłodnością	




endometrium	 w	 czasie	 okna	 implantacyjnego	 na	 skutek	 zabu-

















osi	 ciała,	w	 tym	 narządów	 płciowych.	Gen	HOXA11 odgrywa	
rolę	w	rozwoju	dolnej	części	macicy	oraz	szyjki	macicy	[11].



























Introduction: HOXA genes are receptivity markers and their altered expression can help identify women with 
implantation defect.
Objectives: The purpose of this study was to examine the expression pattern of HOXA11 and expression and 
localization of its protein product in the endometrium of women with endometriosis, idiopathic infertility and normal 
fertile patients during different phases of the menstrual cycle.
Material and methods: We evaluated HOXA11 mRNA level in the endometrium from endometriosis (n=36), 
idiopathic infertility (n=48) and fertile patients (n=30) during a menstrual cycle. The amounts of mRNA were 
determined by real-time quantitative PCR. Using the immunohistochemical techniques  we compared the localization 
of HOXA11 protein in the proliferative, early secretory and midsecretory endometrium in all of the studied  groups. 
Endometrial biopsy was performed by pipelle or during hysteroscopy. 
Results: We observed statistically significantly elevated HOXA11 transcripts levels in the midsecretory phase in 
both, the idiopathic infertility and the fertile control groups (p<0.05). Patients with endometriosis had low HOXA11 
transcript level in  the implantation window. 
Normal fertile patients showed statistically significantly decreased (p=0.003) HOXA11 mRNA level in the proliferative 
phase and statistically significantly increased level (p=0.018) in midsecretory phase, comparing to endometriosis 
patients. HOXA11 protein were  localized in the nuclei of the endometrial stromal cells whereas the cytoplasm of 
these cells did not stain. 
Conclusion: Our results suggest that altered HOXA11 gene expression in the endometrium during a menstrual 
cycle may be a common phenomenon among patients with endometriosis and may cause infertility in this group of 
patients. Further research should  explain the mechanism of altered expression of HOXA11 gene. 
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Materiał i metody 
Opisane	 niżej	 metody	 rekrutacji	 pacjentek	 jak	 i	 sposoby	
pozyskania	materiału	 badawczego,	 zostały	 uprzednio	 zaakcep-
towane	przez	Komisję	Bioetyczną	przy	Uniwersytecie	Medycz-





z	 niepłodnością	 idiopatyczną	 również	 histeroskopię.	 U	 kobiet	








cjentki,	 u	których	w	 laparoskopii	 nie	 zaobserwowano	żadnych	
zmian	w	miednicy	mniejszej.	U	tych	chorych	przed	wykonaniem	
procedury	operacyjnej	nie	stwierdzono	odchyleń	w	badaniu	hor-











dometrium	 u	 żadnej	 z	 operowanych	 kobiet.	 Ocenę	 fazy	 cyklu	






W	 grupie	 pacjentek	 z	 endometriozą	 10	 błon	 śluzowych	
odpowiadało	 fazie	proliferacji,	10	wczesnej	 fazie	sekrecji	a	16	
środkowej	fazie	lutealnej	tj.	19-22	dzień	cyklu.	W	grupie	kobiet	










rozdzielono,	 z	 czego	 30mg	 próbkę	 umieszczono	 w	 buforze	
RNAlater	 solution	 (Qiagen,	Germany),	 a	 następnie	 zamrożona	
w	 -800C	do	 czasu	 izolacji	RNA.	 Izolację	RNA	przeprowadzo-
no	 przy	 użyciu	 RNeasy	 Protect	Mini	 Kit	 (Qiagen,	 Germany),	
zgodnie	z	zaleceniami	producenta.	Dodatkowo,	przeprowadzono	










ciu	Primer3	 software	 [18].	 Sekwencję	 starterów	dla	ACTB za-
czerpnięto	 z	 RTPrimerDB	 [19].	 Specyficzność	 starterów	 prze-





Reakcja Real Time PCR
Reakcję	prowadzono	za	pomocą	odczynników	DyNAmo	HS	
SYBR	Green	qPCR	Kit	(Finnzymes,	Finland),	w	termocyklerze	





























ności	 skrawkach	wykonywano	 reakcję	 immunohistochemiczną	
na	obecność	antygenu	HOXA11.	
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Tabela I. Sekwencje starterów, wielkość otrzymanego produktu oraz temperatura dysocjacji starterów Tm.
Tabela II. Porównanie względnego poziomu transkryptu genu HOXA11 metodą nieparametrycznej analizy wariancji Kruskala-Wallisa  
w badanych grupach w czasie cyklu płciowego.
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Poziom HOXA 11 mRNA w endometrium 
w badanych grupach
Grupa kontrolna




Różnice	 stężenia	 transkryptu	 pomiędzy	 poszczególnymi	 faza-
mi	 były	 statystycznie	 istotne	 (p<0,05).	Wyniki	 przedstawiono	 
w	tabeli	II,	ryc.	1A.
Grupa pacjentek  z endometriozą
Najniższą	 	 ekspresję	 genu	 HOXA11	 stwierdzono	 w	 fazie	
proliferacji	 ,	najwyższą	we	wczesnej	fazie	lutealnej.	W	okresie	
okna	 implantacyjnego	 ekspresja	 była	 niższa	 w	 stosunku	 do	
wczesnej	 fazy	 sekrecyjnej.	 Różnice	 w	 stężeniu	 transkryptu	
w	 poszczególnych	 fazach	 cyklu	 nie	 były	 istotne	 statystycznie.	
Wyniki	przedstawiono	w	tabeli	II,	ryc.	1A.
Grupa pacjentek z niepłodnością idiopatyczną
Poziom	 transkryptu	 	 genu	 HOXA 11	 był	 najniższy	 w	 fa-
zie	proliferacyjnej,	najwyższy	zaś	w	środkowej	 fazie	 lutealnej.	
Stwierdzono	 istotną	 statystycznie	 (p<0,05)	 różnicę	między	po-





Poziom HOXA11 mRNA w analizowanych fazach 
cyklu miesiączkowego
Faza proliferacji
Na	 podstawie	 oceny	 	 poziomu	 transkryptu	 genu	HOXA11 








Rycina 1. Poziom transkryptu HOXA11, w poszczególnych fazach sklasyfikowany ze względu na grupę badaną (A).  
Poziom transkryptu HOXA11, w grupach badanych, sklasyfikowany ze względu na fazę dojrzałości endometrium (B).  
*Test wielokrotnych porównań Dunna: p<0,05
A
B
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Środkowa faza sekrecyjna 








Immunohistochemiczna ocena lokalizacji białka 
HOXA11 w błonie śluzowej macicy w badanych 
grupach
Grupa kontrolna
Reakcja	 na	 obecność	 antygenu	HOXA11	 lokalizowała	 się	





W	 fazie	 proliferacji	 immunoreakcja	 na	 obecność	 białka	
HOXA11	była	bardzo	słaba	i	tylko	w	pojedynczych	komórkach	





antygenu	 była	 najsilniejsza,	 natomiast	w	 głębszych	warstwach	
intensywność	zabarwienia	była	wyraźnie	 słabsza.	W	miarę	 za-
awansowania	fazy	cyklu	obszar	pozytywnej	reakcji	powiększał	
się	 obejmując	 głębsze	 warstwy	 endometrium,	 ale	 stopień	 eks-
presji	 immunoreakcji	 nie	 zwiększał	 się	 i	 nie	 obejmował	 strefy	
bazalnej.	















Grupa pacjentek z niepłodnością idiopatyczną
Analizując	nasilenie	ekspresji	badanego	antygenu	u	kobiet	
z	niepłodnością	 idiopatyczną	nie	stwierdzono	różnic	w	stopniu	
ekspresji	 białka	 HOXA11	 w	 stosunku	 do	 grupy	 kontrolnej.	
Stwierdzono	 natomiast	 znaczne	 różnice	 w	 immunoreakcji	 tuż	
pod	 nabłonkiem	 błony	 śluzowej.	 U	 32	 z	 48	 (66,7%)	 kobiet	
z	 niepłodnością	 idiopatyczną	 nie	 stwierdzono	 immunoreakcji	
w	 komórkach	 podścieliska	 w	 tej	 strefie	 endometrium	 bądź	
występowała	 ona	 tylko	 w	 nielicznych	 jądrach	 komórkowych.	
(Rycina	4). 
Dyskusja 
Tylko	 nieliczne	 markery	 receptywności	 endometrium	 są	
rzeczywiście	 niezbędne	dla	 procesu	 implantacji.	Na	podstawie	
przeprowadzonych	 badań	 wiadomo,	 iż	 po	 celowym	 wyelimi-
nowaniu	wielu	 istotnych	dla	 tego	procesu	molekuł	 implantacja	
wciąż	 zachodzi	 prawidłowo	 [22].	Geny	HOXA	 kodują	 czynni-
ki	 transkrypcyjne,	 które	 są	 niezbędne	 dla	 procesu	 implantacji	
i	prawdopodobnie	koordynują	rozwój	endometrium	w	odpowie-






konano	 immunohistochemicznej	 oceny	 ekspresji	 i	 lokalizacji	
produktu	białkowego	genu	HOXA11	w	endometrium	w	różnych	
fazach	 cyklu	 płciowego	 kobiet	 bez	 zaburzeń	 rozrodu	 oraz	 pa-
cjentek	z	endometriozą	i	niepłodnością	idiopatyczną.	Z	oczywi-
stych	względów	(niemożność	kilkukrotnej	biopsji	endometrium 




Rycina 2. Endometrium w środkowej fazie cyklu pacjentki grupy kontrolnej. 
Immunoreakcja z przeciwciałem antyHOXA11; widoczne intensywne 
wybarwienie jąder komórek podścieliska z ich zagęszczeniem w strefie 
pod nabłonkiem wyścielającym jamę macicy. Nabłonki cew gruczołowych i 
wyścielający błonę śluzową jamy macicy są ujemne. Powiększenie ok. 200x. 
Obraz pod dużym powiększeniem ok. 400x widoczny w prawym, dolnym 
rogu.
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Przeprowadzone	 przez	 nas,	 przy	 użyciu	 metody	 RT-PCR	




uzyskał	Wang	 i	wsp.	oraz	Taylor	 i	wsp.,	 którzy	badali	 ekspre-




receptywności	 endometrium	 ale	 kontynuuje	 swoje	 działanie	
w	ciąży.	Analiza	poziomu	transkryptu	genu	HOXA11	w	endome-
trium	kobiet	z	niepłodnością	idiopatyczną	podobnie	jak	w	grupie	
kobiet	 bez	 zaburzeń	 rozrodu	wykazała	 jego	 stopniowy	wzrost	
w	 przebiegu	 cyklu	 płciowego.	W	 tej	 grupie	 chorych	 podobnie	
jak	w	grupie	kontrolnej	maksymalny	poziom	HOXA11	mRNA	

























Stężenie	 mRNA	 we	 wszystkich	 analizowanych	 przez	 nas	
grupach	 było	 niższe	w	 fazie	 proliferacji	w	 porównaniu	 z	 fazą	
sekrecji.	 Podobnie	 badania	 immunohistochemiczne	 w	 naszej	











wskazują	 na	 brak	 immunopozytywnej	 reakcji	 na	 białko	
HOXA11	w	komórkach	podścieliska	w	strefie	podnabłonkowej	
jamy	macicy	w	 fazie	 sekrecji	 u	 66,7%	 kobiet	 z	 niepłodnością	
idiopatyczną. 
 
Rycina 3. Endometrium pacjentki z endometriozą.  
Widoczna jest intensywna immunoreakcja z przeciwciałem antyHOXA11  
w fazie proliferacji (A1 – pow. 200x) i sekrecji (B1 – pow. ok. 200x i B2  
– pow. ok. 400x).  
We wszystkich skrawkach tkankowych intensywna immunoreakcja 
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Zarówno	w	grupie	kobiet	z	endometriozą	jak	i	niepłodnością	
idiopatyczną	stwierdzono	wzmożoną	ekspresję	białka	HOXA11	
w	 całej	 fazie	 lutealnej,	 nie	 stwierdzono	 również	 różnic	 w	 in-






















Wyniki	 naszych	 badań	 sugerują,	 iż	 zaburzona	 ekspresja	
HOXA11	w	endometrium	w	środkowej	fazie	lutealnej	może	być	
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Rycina 4. Endometrium pacjentki z idiopatyczną niepłodnością  
w środkowej fazie sekrecji. Reakcja z przeciwciałem antyHOXA11. 
Widoczny wyraźny brak reakcji w jądrach komórek podścieliska (na kolor 
niebieski wybarwione są jądra hematoksyliną) w strefie pod nabłonkiem 
wyścielającym jamę macicy.  
Powiększenie ok. 200x. 
